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AVALIA<;AO E DEMONSTRA<;AO DA ATIVIDADE
CITOCROMO C OXIDASE EM ESPERMATOZOIDES BOVINOS
(EVALUATION AND DEMONSTRATION OF CYTOCHRO
ACTIVITY IN BOVINE SPERMATOZOA)
..
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RESUMO
Urn teste objetivo de avalia<j:ao quantitativa e qualitativa da atividade mitocondrial em
espermatoz6ides bovinos foi aplicado no semen de 50 touros pertencentes a tres diferentes
gen6tipos e dilufdo em tres diferentes diluentes. Poi determinado urn fndice medio de atividade
citoqufmica de 65,07:1:1,48%, significativamente correlacionado (P<O,05) com 0 vigor e
consumo de oxigenio, 0 que evidencia a importancia do metabolismo aer6bico dos
espermatoz6ides sob condi<j:oes especfficas.
Unitermos: Touros, Semen, Atividade citoqufmica.
SUMMARY
An objective test for qualitative and quantitative evaluation of mitocondrial activity in
bovine spermatozoa was applied to semen of 50 bulls from three genotypes with three
different extenders. The cytochemistry activity index was 65.04:1:1.48%. significantly correlated
(P<0.05) with the vigor and oxygen uptake, showing the importance of the aerobic metabolism
in bovine spermatozoa.
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INTRODUC;AO
Como celulas metabolicamente ativas, os espermatoz6ides bovinos realizam tanto a
glic6lise como a respira<j:ao mitocondrial, man tendo urn adequado balan<j:o energetico
necessario para 0 transporte e as demais fun<j:oes celulares.
Na glic6lise anaer6bica os espem1atoz6ides degradam a frutose, glicose ou manose com
conseqtiente produ<j:ao de acido latico, 0 que proporciona-lhes sobrevivencia nas condi<j:oes
anaer6bicas durante a estocagem para uso posterior em insttmina<j:ao artificial. Em presen<j:a
de oxigenio os espermatoz6ides utilizam uma ampla variedade de substratos incluindo 0
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acido latico, acido acetico, acido pirtivico, glicerol, licidos graxos, certos arninoacidos e
sorbitol. Esta via oxidativa e mills eficiente na produ<;ao de energia do que a anaer6bica.
Utilizando ambos os processos, os espermatoz6ides convertem os substratos em ATP, n
qual e utilizada em sua maior parte na motilidade espermatica (MANN & LUTWAK-MANN,
1948; AMELARetal., 1980; GARNER & HAFEZ, 1993; MANN &LUTWAK-MANN, 1981).
Varias enzimas esffip envolvidas em ambos os processos metab61icos, dentre as quais
destaca-se a hexoquinase, a lactato desidrogenase e a citocromo c oxidase, sendo esta ultima
da cadeia respirat6ria relacionada com 0 processo de oxida<;aoe conseqiiente produ<;ao de
energiaaoespermatoz6ide(MANN &LUTWAK-MANN,1981;HRUDKA, 1987).
Atraves de varios metodos citoqufmicos tern sido possfvel demonstrar a atividade
desidrogenase das enzimas da bainha mitocondrial dos es~rmatoz6ides. Estes testes incluem
aredu<;ao do azul de metileno (VANDEMARKetal, 1945; BUCKNERetal, 1954; BRATfON
etal., 1956) redu<;ao do resazurin (ERB & EHLERS, 1950; GLASSetal., 1991; FUSE etal. ,
1993), earedu<;aodo,azul nitro tetraz6lio (HRUDKA, 1978, 1979; BENJAMINetal., 1987).
A atividade citocromo c oxidase e passivel de demonstra~ao e quantifica~ao atraves de
colora<;ao pela 3, 3 '-diaminobenzidina (SELIGMAN et al., 1968; CAMER & MOORE, 1973;
ROELS,1974;HRUDKA, 1986, 1987;FERRANDIetal., 1988;IWANOetal., 1994).
0 objetivo deste trabalho foi demonstrar e quantificar a atividade citocromo c oxidase em
es~rmatoz6ides bovinos ap6s a descongela~ao, e estabelecer os coeficientes de correla~ao
desta atividade com caracteristicas ffsicas e metab61icas do semen bovino.
MATERIAL E MErODOS
Foram utilizados 50 reprodutores bovinos mesti<;os leiteiros de tres grupos geneticos
que estavam sendo avaliados em teste de pro genie (FREITAS, 1989), cujo semen havia sido
congelado no laborat6rio de processamento de semen do Centro de Pesquisa de Pecuaria do
Sudeste, da EMBRAPA, em Sao Carlos, SP.
Amostras de semen, provenientes de uma mesma partida de cada touro, foram submetidas
ap6s a descongela~ao e avaliadas quanto a motilidade e vigor espermaticos, bem como
quantificadas quanto ao consumo de oxigenio e atividade citocromo c oxidase. Motilidade
(%) e vigor (0-5) foram avaliadQs subjetivamente sob microscopia 6tica de contraste de rase,
eo con sumo de oxigenio em dois ensaios, utilizando urn oxigrafo GILSON com eletrodo tipo
Clark.
Para cada ensaio de respira<;ao, duas doses de semen eram descongeladas, 0 semen
centrifugado por duas vezes em meio de RINGER a 150 g x 10 minutos e 0 sedimento,
ressuspenso em 0,2 ml de RINGER, era transferido para a camara de respira~ao do oxigrafo
onde 0 consumo de oxigenio pelos espermatoz6ides era registrado. Ap6s 0 calculo da
concentra~ao espermatica, a velocidade de consumo de oxigenio era calculada e expressa em
~l °2/hora/IOX espermatoz6ides.
Para a demonstra~ao qualitativa e quantitativa da atividade da enzima citocromo c oxidase,
foi utilizado 0 procedimento citoquimico desenvolvido e validado por HRUDKA (1987). Esta
tecnica e baseada na oxidaf;ao da 3,3' -diaminobenzidina (DAB) pel a enzima numa rea~ao em
cadeia, onde 0 reagente e polimerizado e depositado na bainha mitocondrial ao longo da
pe~a intermediaria dos espermatoz6ides.
A atividade foi entiio determinada pela incuba~ao de uma aliquota de 250 ml de semen em
7 50 ~l de meio DAB, por uma bora a 37°C e na ausencia de luz. 0 meio DAB era obtido pela
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dissolu~ao de 3,3 '-diaminobenzidina na concentra~ao de Img/ml em tampao fosfato de s6dio. "
0,15 M,pH 7,2.
Ap6s a incuba~ao, dais esfrega~os eram preparados, secas ao aT, fixados em
formaldeido 10% POT 1O minutos, lavados, novamente secas ao aT, e avaliados s~b microscopia
f otica de contraste de rase, sob imersao. A cada ensaio realizado, urn controle negativo era
; obtido pela incuba~ao de uma amostra de semen aquecida a 70°C par 5 minutos e adicionada
! ao meio DAB nas mesmas propor~Oes do teste. Cern espermatoz6ides Coram avaliados par .
lauro, em cada lamina. Para a classifica~ao da atividade das celulas individuais, uma escala
de quatro classes foi utilizada ou seja: na classe 1, quase todas mitocondrias eram ativas e
proporcionavam uma bainha mitocondrial com aparencia de urn cilindro compacta e
proeminente; na classe 2 a bainha mitocondrial aparecia fragmentada, consistindo de
segmentos ativos e inativos, prevalecendo os ativos. A classe 3 compreendia espermatoz6ides
com menDs da metade da bainha ativa, isla e, com menos da metade das mitocondrias ativas
e a classe 4, espermatoz6ides completamente inativos. 0 fndice de atividade citoqufmica foi
calculado, multiplicando-se 0 numero de celulas em cada classe par urn fator de corre~ao,
como segue: 1 x 1,0,2 x 0,50,3 x 0,25 e 4 x 0,00. Ao final estes produtos eram somados eo,
I
resultado expresso em percentagem.
As observa~oes Coram analisadas atraves dos procedimentos disponfveis no Statistical
Analysis System (SAS, 1988). Os dados Coram avaliados par meio de analise de variancia,
onde grupo genetico (G) e diluente (D) atuaram como efeitos fixos e touro como efeito
aleat6rio. As rela~oes entre as variaveis Coram avaliadas atraves de correla~ao e as medias
comparadas pelo teste de Tukey. 0 seguinte modelo matematico foi utilizado:
Yijk = fl. + Gi + Dj + (Gx D)ij + I.ijk, onde
IYijk = valor observado no k-esimo touro; no j-esimo diluente e i-esimo grupo genetico; :
fl.= media geral;
Gi, Dj = efeitos fixos de grupo genetico e de diluente utilizado, respectivamente;
(G x D)ij = efeito da intera~ao de Gi e Dj;
I.ijk = erro aleat6rio. I
I
RESULTADOS E DISCUssAo I
As freqilencias relativas do numero d(; espermatoz6ides distribufdas nas diferentes classes
e 0 fndice de atividade citoqufmica, de acordo com 0 proposto pOT HRUDKA (1987),
encontram-se na Tabela 01.I,
j
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Tabela 01. Freqiiencias relativas do nOmero de espennatozOideS e atividade citoquimica,
por classes e fator de corre~ao de acordo com HRUDKA (1987) avaiiados no semen dos
touros mesti~os.
~Classes Fator Corre a~ N° d~ s tz, % Atividade Cito~ufrUi-;;;;--
1 1 49,38 49,38
2 0,5 24,80 12,40
3 0,25 13,10 3,26
~ 4 0,00 ~~~~ £~ g~~~ AO-
~tal 100,0 65,04:t1,48-
Como pode seT observado, cerca da metade dos espermatoz6ides (49,38%) encontram-se
classificados na classe 1,24,80 na classe 2,13,10% na classe 3, e 12,72% na classe 4. A
frequencia na classe 1 e muito semelhante aos valores verificados pOT SODERQUIST (1991),
quando observou 45,10% dos espermatoz6ides n~sta classe. Ja as frequencias nas demais
classes diferiram daquelas verificadas pOT esse autor que encontrou val ores de 50,5, 3,5 e
1,6% para as classes 2, 3 e 4, respectivamente; Estas diferen~as podem terocorrido pelo fato
da motilidade espermatica (52,7% em media) ter sido avaliada naquela pesquisa pOT um
periodo de 30 minutos ap6s a descongela~ao, superior portanto a deste trabalho.
0 fato de existirem espermatoz6ides pas diferentes classes, em diferentes frequencias,
demonstra a coexistencia de espermatoz6ides com atividade normal, reduzida ou ausente,
confirmando a visao geral que urn mesmo ejaculado apresenta lima multidao de clones de
espermatoz6ides compreendendo celulas intactas, senescentes e mortas (SALISBURY &
VANDENMARK. 1961).A atividade citoquimica para as classes 1,2 e 3 foi de 49,38, 12,40 e 3,26% 0 que resultou
em urn indice medio de 65,04:1:1,48% para todos os touros avaliados, sendo entretanto inferior
ao verificado pOT SODERQUIST, 1991. Este indice significa que mais da metade das
mitocondrias estao ativas nos espermatoz6ides ap6s a descongela~ao, 0 que e compativel
para suportar 0 percentual de motilidade espermatica (42,20%) quando avaliada ap6s a
descongela~ao. Isto esta de acordo com SOOSALU et at. (1975) quando verificou seT
possivel, a existencia de espermatoz6ides vivos, mas im6veis.
A analise de variancia revelou que nao houve diferen~as significativas entre grupos
geneticos ou diluentes, ocorrendo entretanto, efeito significativo da intera~ao grupo genetico
x diluente (P<0,05), em que os touros 3/4 E x Z, cujo semen fora diluido em citrato, apresentaram
significativamente (P>O,05) maiores indices de atividade citoquimica do que os diluidos em
lactose.0 indice de atividade citoquimica embora se apresentasse nao correlacionado com a
motilidade espermatica, tanto antes, como ap6s a descongela~ao, mostrou-se correlacionado
significativamente (P<0,05) com 0 vigor p6s descongela~ao (r=0,34) e com 0 consumo de
oxigenio (r=0,37), evidenciando assim a importancia do metabolismo aer6bico dos
espermatoz6ides bovinos sob circunstancias especificas. POT outro lado, de acordo com
CARDULLO & BALTZ (1991), a maneira pela qual ocorre a regula~ao entre 0 metabolismo
espermatico e a motilidade, e uma questao que ainda permanece nao esclarecida.
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